
凝胶色谱多种检测器的平台 
目前，GPC 已经发展成多检测器的平台。在示差检测器的基础上，还有光散

射检测器（含静态光散射和动态光散射）、黏度检测器、紫外检测器、红外检测

器及 ELSD 检测器。 

一般在表征大分子的分子量及其分布的方面。除了必须用示差检测器外，用

的最为广泛的的就是光散射检测器。 

 

一．静态光散射 

对于分子量较高的聚合物形成的大粒子溶液，必须考虑其内干涉效应，如图   所示。 

由散射中心 A 和 B 所发射的光波沿同一角度到达某一观测点时有一个光程差，该值与

散射角余弦有关，即 
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由式（1）可知，当 0 时，＝0，增大，值增大，散射光强减弱。当 180 时，

出现极大值，散射光强出现极小值。若将  090  称

为前向，  90180  称为后向，由于大粒子散射光的

内干涉效应，前后向散射光强不对称，前向散射光强大于

后向，如左所示。 

 

表征散射光的不对称性参数称为散射因子 P（），它是粒子尺寸和散射角的函数，由式（2）

表示 
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式中 
2s ―――均方旋转半径； 

     ' ―――入射光在溶液中的波长。 
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将 P（）表达式代入，并利用  21)1/(1 xxx ．．．关系，略去高次项，可得光散射

公式： 
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对于无规线团分子 
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2h 为均方末端距，可得无规线团光散射公式如下 
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在散射光的测定中，由于散射角的改变将引起散射体积的改变，而散射体积与 sin 成反比，

因此，实验测得的 R 值应乘以 sin 进行修正，即 
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试验测定一系列不同浓度溶液在不同散射角时的瑞利系数 R ，以
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作图。这里，q 为任意常数，目的是使图形张开为清晰的格子。然后进行

,0,0  c 外推，具体步骤如下：将  相同的点连成线，向 c＝0 外推，以求

0

2

sin2

cos1










 

c

c

R

K




。此时，点的横坐标是

2
sin2  的值，并不是零。故需再将

0

2

sin2

cos1












 

c

c

R

K




的点连成线，对 0)

2
(sin2 


外推；将 c 相同的点外推，对 0)
2

(sin2 


外推，求

0

2

sin2

cos1










 





R

Kc 。此时，点的横坐标并不为零，而是 qc 值。故需再以

0

2

sin2

cos1










 





R

Kc 对 c 作图，外推到 0c 。以上两条外推线在 y 轴应具有同一截距，其

值为
M

1
，可求得聚合物的分子量。而后一条外

推线的斜率为 22qA ，前一条外推线的斜率为

)'(
2

22

9

8





M

h
，分别可计算出第二维利系数 2A 和



均方末端距
2h 。 

以上为光散射数据处理的 Zimm 作图法，见右示意图所示。 

计算中所用单位除了国际单位之外，以往采用下列习用单位： 

K 单位为
2
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3/ cmg ； )(R 单位为 1cm ； 单

位为度； WM 单位为 molg / 。 

光散射仪主要包括以下四个部分：光源；入射光的准直系统；散射池；散射光强的测量系统，

如图 4－14 所示。 

经典的光散射仪才用汞灯光源。由于入射光的汇聚性较差，光强较弱，因此，所需散射体积

以至于散射池的体积都比较大，溶液用量较多。同时，又由于其准直性和单色性都比较差，

使观测角受到限制，一般只能测量  150~30 的散射光，影响了向 0 外推处理的准确

性。70 年代以来，发展了激光（氦氖光源激光器）作为光源的散射仪。该种仪器光源强，

光束可以汇聚得很细，只需用较小的散射体积，减少了溶液用量；同时，单色性和准直性好，

测量可以在很小的角度（  7~2 ）下进行，提高了实验精度。由于在小角度下散射光的角

度依赖性很小，故数据处理时无需对角度外推。该法测定 WM 的数据偏差减小到 5％以内，

测量范围扩大至 73 10~105 。 



二．光散射仪器 

光散射检测器：（德国 ConSenxus GmbH 公司） 

 

ConSenxus 光散射特色 

 全球绝无仅有的实现多角度静态动态同时在线联机测定，其他公司仪器或者动态不能联机测试，

或者不能同时进行多角度动态测试 

 最多可实现二十四角度同时测定动态/静态数据，全球唯一 

 可以根据自己的需要选配检测角的数量，由单角到 24 角度均可选择，能够满足不同用户的多重

需要 

 标准组件配置概念，使得该系统能随心所欲的更换角度位置或者增加角度数量，比如由现有的

六角度升级到十二角度 

 独具特色的 FSLS 技术，得到更小的光散射体积，不用清洗检测池。 

仪器性能参数： 

光源：532nm，50mW 

激光寿命：≥5000 小时 

检测器：多角，根据用户要求选配，最多可以达 24 个角度 

流通池体积：3µl 



光散射体积：0.03µl 

 

三．静态光散射检测器的应用方向 

 

选择 Debye, Zimm, Berry 或 Guinier 等合适的数据模型，进行浓度或者角

度外推，进行光散射的计算，用户可以获得自己所关心的信息。通过单机使用或

者与凝胶液相色谱、场流等设备相结合，不但可以测得大分子的绝对分子量，分

子旋转半径与第二维里系数，还可测得分子量分布以及分子的形状，支化度及聚

集态、动力学参数、反应速率等，在溶液表征领域正扮演着愈来愈重要的角色。 

四．动态光散射 

动态光散射技术（dynamic light scattering, DLS）是指通过测量样品散射光

强度起伏的变化来得出样品颖粒大小信息的一种技术。之所以称为“动态”是因

为样品中的分子不停地做布朗运动，正是这种运动使散射光产生多普勒频移。光

在传播时若碰到颗粒，一部分光会被吸收，一部分会被散射掉。如果分子静止不

动，散射光发生弹性散射时，能量频率均不变。但由于分子做杂乱无章的布朗运

动，所以，当产生散射光的分子朝向监侧器运动时，相当于把散射的光子往监测

器送了一段距离，使光子较分子静止时产生的散射光要早到达监测器，也就是在

监测器看来散射光的频率增高了；如果产生散射的分子逆向监测器运动，相当于

把散射光子往远离监侧器的方向拉了一把，结果使散射光的频率降低。光散射技

术就是根据这种微小的频率变化来测量溶液中分子的扩散速度。动态光散射技术

的工作原理可以简述为以下儿个步骤：首先根据散射光的变化，即多普勒频移测

得溶液中分子的扩散系数 D，再由 Stokes - Einstein 方程可求山分子的流体动

力学半径。 
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式中：D0是扩散系数 

K 是波尔兹曼常数 

T 是绝对问题（K） 

η 0是溶液的粘滞系数 

Rh 是流体力学体积 



 

以蛋白为例： 

① 可以得知蛋白质分子的均一性 

蛋白质样品的均一性是生长晶体的前提条件，在无法直接观察蛋白质在溶液中状

态的情祝下，生长晶体是一个需要经验和运气的过程。但是用光散射技术，只需

要几分钟就可以确切地告诉你，这个样品是否有长出晶体的可能性。你还可以测

定蛋白在不同溶液中的状态，从而确定出哪种溶液最适合生长晶体。 

③ 测定蛋白质分子的 pH 稳定性 

有些蛋门质分子在不同的 pH 值条件下，会有不同的构型，或者形成聚合态，或

是变性。如胰岛素在 pH 2.0 时是以单体存在，而在 pH 3.0 时则以二聚体形式

存在，当 pH 升至 7.0 时则以六聚休存在。因为这种变化表现为大小的变化，所

以光散射技术可以用来测定蛋白质分子的 pH 稳定性。 

④ 测定蛋白质分子的热稳定性 

对一些热不稳定的蛋自，温度改变会导致分子变性聚合，因此可以观察到分子半

径明显增人。所以可以利用光散射技术来研究蛋白质分子的热稳定性。 

⑤ 蛋白质变复性及折叠的研究 

蛋白质变性时往往是以聚合形式或较松散的状态存在，复性后，蛋自质折叠成天

然状态，会发生结构的变化，这一变化可以导致流体动力学半径的变化。所以光

散射技术可以用来检侧这一动态变化的过程。 

⑥ 临界胶束浓度的测定 

一定浓度的表面活性剂分子加到溶液中会形成微胶束，但浓度不同会影响胶束的

大小以及是否能够形成胶束，如果浓度增加到一定程度，胶束就会形成，胶束大

小和单分子大小会有明显区别，利用光散射就可以确定胶束形成的临界浓度。 

⑦ 动态光散射技术还可用于一些动态过程的检测，特如蛋白质复性的整个过程

的监测。 

五．黏度检测器 

黏度检测器是由 4 根毛细管构成。黏度检测器能够测定样品的特性黏度，并

能确定分子的尺寸和结构。 

六．紫外检测器 



紫外检测器和示差检测器联用，测得共聚物的组成和组成分布。 

七．红外检测器 

红外检测器和示差检测器联用，可以测得大分子的结构分布。由于红外检测

器和 GPC 使用的难度较大，在这方面应用的例子较少。 

四 GPC 的发展方向 

（见《新一代微量凝胶色谱 mGPC 的发展》 

五 GPC 常见问题 

（见《凝胶渗透色谱异常问题系列讲座 1 异常峰形》） 

（见《凝胶渗透色谱异常问题系列讲座 2 峰漂移》） 

（见《凝胶渗透色谱异常问题系列讲座 3 基线波动》） 

（见《一个解决溶剂峰分离的新手段》） 

六 GPC 的发展方向 

（见《新一代微量凝胶色谱 mGPC 的发展》） 

七新型的大分子分离测试技术 

（见《非对称流场流技术在聚合物分析中的应用》） 

 


